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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
 Μελετήθηκε η µοριακή ποικιλότητα βακτηρίων στο έντερο της καραβίδας 
Νephrops norvegicus µε στόχο την διερεύνηση της πιθανής αλληλεπίδρασης της 
καραβίδας µε τους συµβιώτες της και το περιβάλλον. Η καραβίδα Nephrops norvegicus 
είναι ένα δεκάποδο καρκινοειδές της οικογένειας Nephropidae, το οποίο κατανέµεται 
στον ανατολικό Ατλαντικό ωκεανό, από το Μαρόκο µέχρι τη Νορβηγία και την 
Ισλανδία, καθώς και στη Μεσόγειο θάλασσα. Συλλέχθηκαν δείγµατα του είδους 
Nephrops norvegicus από τον φυσικό πληθυσµό του Παγασητικού Κόλπου. Το έντερο 
της καραβίδας χωρίστηκε σε δύο τµήµατα, το µεσαίο και το οπίσθιο µέρος. 
Αποµονώθηκε το DNA από τα δύο τµήµατα του εντέρου της καραβίδας  και στην 
συνέχεια ενισχύθηκαν µε ειδικούς εκκινητές για βακτήρια τα 16S rDNA γονίδια των 
προκαρυωτικών οργανισµών µε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυµεράσης (PCR). Στην συνέχεια έγινε κλωνοποίηση των γονιδίων και δηµιουργία 
βιβλιοθήκης µε τα γονίδια διαφορετικών φυλοτύπων. Έγινε ανάλυση των 
αλληλλουχιών που προέκυψαν και στη συνέχεια έγινε σύγκριση µε αλληλουχίες από τη 
βάση δεδοµένων της GENBANK µέσω της λειτουργίας BLAST µε στόχο να βρεθούν 
οι κοντινότεροι συγγενείς φυλότυποι. Τέλος πραγµατοποιήθηκε η κατασκευή 
φυλογενετικού δέντρου µε την βοήθεια του προγράµµατος MEGA4. Στο δείγµα από το 
µεσέντερο της καραβίδας εντοπίστηκαν αντιπρόσωποι από τα υπό-φυλα των β-, γ- και 
δ- Proteοbacteria καθώς και από τα φύλα των Bacteroidetes, Tenericutes και 
Actinobacteria, µε τους αντιπροσώπους των γ- και δ- Proteobacteria  να επικρατούν σε 
ποσοστά 38,8 και 22,1 % αντίστοιχα. Τα γ-Proteobacteria εµφανίζονται σε µεγαλύτερο 
ποσοστό (38,8%), τα οποία απαντώνται σε ενδιαιτήµατα όπως είναι η υδάτινη στήλη, 
αλλά και σαν συµβιώτες στα θαλάσσια ασπόνδυλα. Επίσης πρέπει να τονισθεί το 
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γεγονός ότι στο µεσαίο µέρος του εντέρου βρέθηκε και το ακαλλιέργητο βακτήριο Se3-
204 που ανήκει στους Mollicutes. Το ακαλλιέργητο βακτήριο Se3-204 είχε βρεθεί και 
στο παρελθόν σε δείγµατα από καραβίδα που είχε αλιευτεί από τον Παγασητικό Κόλπο. 
Στο δείγµα από το οπισθέντερο εντοπίστηκαν αντιπρόσωποι από τα υπό-φυλα των α-, 
δ- και ε- Proteobacteria  καθώς και από τα φύλα των Bacteroidetes και Spirochaetes, µε 
τους αντιπροσώπους των δ- και α- Proteobacteria να επικρατούν σε ποσοστά 50% και 
25% αντίστοιχα. Σε αντίθεση µε το µεσέντερο, στο οπίσθιο µέρος του εντέρου τα δ-
Proteobacteria εµφανίζουν το υψηλότερο ποσοστό 50% σε σχέση µε τους υπόλοιπούς 
αντιπροσώπους. Η παρουσία των χηµειοργανότροφων βακτηρίων στο έντερο της 
καραβίδας µπορεί να εµπλέκεται στη διάσπαση της οργανικής ύλης και στην παροχή 
εναλλακτικών πηγών άνθρακα στην καραβίδα. 
 
Λέξεις κλειδιά: Nephrops norvegicus, συµβίωση, µεσέντερο, οπισθέντερο 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
    1.1 Γενικές πληροφορίες για το είδος που µελετήθηκε 
 
Η καραβίδα Nephrops norvegicus (Εικ. 1) ανήκει στην οικογένεια Nephropidae. 
Το N. norvegicus αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα εµπορικά είδη των Ευρωπαϊκών 
και Ελληνικών θαλασσών, συµπεριλαµβανοµένου του Παγασητικού Kόλπου (Smith & 
Papadopoulou 2007). H συστηµατική κατάταξη του είδους παρατίθεται στον Πίνακα 1. 
                  
Πίνακας 1. Συστηµατική κατάταξη της καραβίδας 
                    Nephrops norvegicus. 
Βασίλειο: Animalia 
Φύλο: Arthropoda 
Υπόφυλο: Crustacea 
Κλάση: Malacostraca 
Τάξη: Decapoda 
Υπόταξη: Astacidea 
Οικογένεια: Nephropidae 
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Εικόνα 1. Καραβίδα N.  norvegicus (Hillewaert 2006).   
                 
Τo N. norvegicus κατανέµεται στον ανατολικό Ατλαντικό ωκεανό, από το 
Μαρόκο µέχρι τη Νορβηγία και την Ισλανδία, καθώς και στη Μεσόγειο θάλασσα 
(Fisher et al. 1987 & Relini et al. 1999). Είναι ευρέως διαδεδοµένη στο Β.Α. 
Ατλαντικό, κατά µήκος των ακτών της δυτικής Ευρώπης και µέχρι την Μεσόγειο 
Θάλλασσα (Εικ. 2) (Bjornsson & Dombaxe 2004).  
  Η καραβίδα είναι ένα µακρόβιο είδος µε κανιβαλικές τάσεις, το οποίο ζει σε 
σχετικά υψηλά επίπεδα αλατότητας (Harris & Ulmestrand 2004). Χαρακτηρίζεται από 
αργή ανάπτυξη και µικρό ρυθµό θνησιµότητας (Abello et al. 2002). 
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Εικόνα 2. Γεωγραφική κατανοµή του Ν. norvegicus (FAO Fisheries and Aquaculture  
                 Department). 
                  
 
 
Το σώµα του N. norvegicus είναι µεσαίου µεγέθους, το οποίο καλύπτεται από 
σκληρό εξωσκελετό και φέρει δαγκάνες (Relini et al. 1999). Η κοιλιακή χώρα είναι 
επιµηκυσµένη και καταλήγει σε µια ουρά ελικοειδούς σχήµατος που επιτρέπει στην 
καραβίδα να κολυµπάει. Ωστόσο, η συµπεριφορά του N. norvegicus είναι περισσότερο 
βαδιστική παρά κολυµβητική. Το N. norvegicus είναι χρώµατος πορτοκαλί µε 
πορτοκαλί-κόκκινες λωρίδες στις δαγκάνες και στο ανώτερο µέρος του κεφαλοθώρακα. 
Το µέγεθος του είναι 18-20 cm αν και µπορεί να φτάσει σε ολικό µήκος µέχρι και τα 25 
cm. ∆ιαθέτει πέντε ζεύγη άκρων (δεκάποδο) εκ των οποίων τα τρία πρώτα ζεύγη στις 
άκρες τους φέρουν δαγκάνες. Το πρώτο ζεύγος των δαγκανών είναι ιδιαίτερο µεγάλο µε 
επιµήκεις ακανθώδεις κορυφές. Οι οφθαλµοί του N. norvegicus είναι µεγάλοι, µαύροι 
και µετακινούµενοι (Farmer 1975, Relini et al. 1999). 
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  Το N. norvegicus, όπως και τα άλλα καρκινοειδή, αναπτύσσεται µε µια µη 
διαδικασία, που παρουσιάζονται διαδοχικές αλλαγές στο κελύφους όπου διαχωρίζονται 
από τις ενδιάµεσες περιόδους.  Κατά την διάρκεια της αλλαγής του εξωσκελετού, ο 
παλιός εξωσκελετός διαρρηγνύεται και το ζώο µεγαλώνει πολύ γρήγορα πριν ο 
καινούριος εξωσκελετός σκληρύνει. Στα νεαρά άτοµα δεν έχει διαπιστωθεί 
περιοδικότητα στις αλλαγές του κελύφους, ωστόσο έχει παρατηρηθεί ότι αλλάζουν 
κέλυφος καθ’ όλη τη διάρκεια του έτους. Αντίθετα, στα ενήλικα άτοµα παρατηρείται 
συγχρονισµός και συνήθως συµβαίνει µετά την εκκόλαψη των αυγών (∆εκέµβριος-
Μάρτιος) (Gramitto 1998). 
Το N. norvegicus είναι ένα γονοχωριστικό είδος, όπου τα αρσενικά άτοµα είναι 
κατά βάση µεγαλύτερα σε µέγεθος από τα θηλυκά (Mente et al. 2009). Έχει αναφερθεί 
ότι το µέγιστο µήκος σώµατος που φτάνει το είδος είναι τα 24 cm, κατά καιρούς έχουν 
συλληφθεί και µεγαλύτερα άτοµα, κυρίως στη βόρειο Αδριατική θάλασσα (Fisher et al. 
1987). Στα κανάλια της Αδριατικής θάλασσας αλιεύτηκαν άτοµα µε συνολικό µήκος 
σώµατος τα 26,5 cm (Crnkovic 1965). To N. norvegicus τρέφεται κυρίως µε άλλα µικρά 
δεκάποδα καρκινοειδή, πολύχαιτους, εχινόδερµα, ζωοπλαγκτονικούς οργανισµούς και 
ψάρια (Sarda & Valladares 1990, Cristo & Cartes 1998). 
 
1.2 Ο εντερικός ιστός των καρκινοειδών και οι λειτουργίες του 
 
  Στις καραβίδες, το έντερο χωρίζεται σε τρία τµήµατα: στο πρόσθιο, στο µεσαίο 
(µεσέντερο) και στο οπίσθιο τµήµα (οπισθέντερο) (Εικ. 3) (Conklin 1995). Το µεσαίο 
τµήµα (µεσένετερο) είναι η κεντρική περιοχή του εντέρου. Εκτείνεται από το µέσο του 
κεφαλοθώρακα, κατά µήκος της κοιλιακής περιοχής έως την αρχή του οπισθέντερου, το 
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οποίο βρίσκεται σε µικρή απόσταση από την έδρα. Ο Yonge περιέγραψε το πεπτικό 
σύστηµα του N. norvegicus. Το µεσέντερο του είναι ένας στενός σωλήνας µε λεπτά 
τοιχώµατα, πλούσιο σε αιµοφόρα αγγεία.  Το µεσέντερο αποτελεί το κύριο όργανο της 
απορρόφησης των θρεπτικών συστατικών του χυλού της τροφής µέσω των επιθηλιακών 
εντεροκυττάρων του. Συγκεκριµένα, το κύριο µέρος της απορρόφησης των θρεπτικών 
συστατικών του χυλού της τροφής εµφανίζεται στο άνω µέρος του µεσεντέρου. Η 
απορρόφηση των θρεπτικών συστατικών συµβαίνει σε πολύ µικρότερο βαθµό στο 
πρόσθιο τµήµα του εντέρου, ενώ συνήθως δε συµβαίνει απορρόφηση στο τµήµα του 
οπισθέντερου (Yonge 1924).  
  Το οπισθέντερο εκτείνεται από το τέλος του µεσεντέρου µέχρι την έδρα. Το 
οπισθέντερο είναι µικρό σε έκταση και αποτελεί τη δίοδο για τα άπεπτα προϊόντα της 
τροφής προς  την έδρα.  
 
 
Εικόνα 3: Τα τµήµατα του εντέρου και τις πιθανές λειτουργίες του (foregut: πρόσθιο  τµήµα           
                του εντέρου, midgut: µεσέντερο, hindgut: οπισθέντερο) (Conklin 1995). 
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1.3 Ο όρος «συµβίωση» στην επιστήµη της Βιολογίας 
 
Στην επιστήµη της Βιολογίας, ο όρος «συµβίωση» χαρακτηρίζει τη συνύπαρξη 
δύο ή περισσότερων διαφορετικών οργανισµών που ανήκουν σε διαφορετικά είδη. Η 
συµβίωση µεταξύ των οργανισµών µπορεί να είναι µόνιµη ή να διαρκέσει ένα σύντοµο 
χρονικό διάστηµα. Η συµβίωση διαµορφώθηκε στην πορεία της ιστορικής εξέλιξης των 
οργανισµών ως ωφέλιµη γι' αυτούς µορφή σχέσεων. Κατά τη διάρκεια της συµβίωσης, 
ωφελούνται και οι δύο οργανισµοί, όπου παρατηρείται αµοιβαία χρησιµοποίηση των 
προϊόντων της ανταλλαγής της ύλης, προστασία του ενός οργανισµού από τον άλλο, 
παραχώρηση στέγης κ.λπ. (Paracer & Ahmadjian 2000). Στη συµβίωση, και οι δύο 
οργανισµοί ωφελούνται τόσο για την αύξηση όσο και για την επιβίωση τους και 
συνεπώς κανένας από τους δύο οργανισµούς δεν µπορεί να επιβιώσει χωρίς αυτού του 
είδους την αλληλεξάρτηση (Nair 2004). 
∆ιαφορετικοί τύποι συµβίωσης που αναφέρονται είναι οι ακόλουθοι: 
1. Αµοιβαία: είναι η περίπτωση συµβιώσεως κατά την οποία επωφελούνται και οι δύο 
εµπλεκόµενοι οργανισµοί (π.χ. οι λειχήνες). 
2. Μη επιβλαβής παρασιτισµός: στην περίπτωση αυτή ωφελείται ο ένας από τους δύο 
οργανισµούς (και καλείται «συµβιώτης»), ενώ ο ξενιστής ούτε ωφελείται, αλλά ούτε 
και βλάπτεται.(π.χ. ορισµένα είδη στρειδιών προσκολλούνται στο δέρµα των φαλαινών 
και έτσι εξασφαλίζουν τη διασπορά τους σε διάφορα ενδιαιτήµατα και καλύτερης 
ποιότητας τροφή). 
3.  Παρασιτισµός: Είναι η περίπτωση εκείνη της συµβιώσεως, όπου ο ένας οργανισµός 
(παράσιτο) τρέφεται από το σώµα του άλλου (ξενιστή) και τον ζηµιώνει. Τα παράσιτα 
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βιώνουν κατά ένα µεγάλο µέρος της ζωής τους πάνω ή µέσα στον ξενιστή (π.χ. 
παθογόνοι) (Dimijian 2000). 
Τα βακτήρια είναι από τους πιο γνωστούς µικροοργανισµούς που δηµιουργούν 
συµβιωτικές σχέσεις. Η πιο γνωστή σχέση συµβίωσης είναι η λειχήνα, ένας σύνδεσµος 
από φύκη, κυανοβακτήρια και µύκητες. Ένα άλλο παράδειγµα είναι το πρωτόζωο 
Mixotricha paradoxa, το οποίο ζει στο έντερο του Αυστραλιανού τερµίτη Mastotermes 
darwiniensis αφοµοιώνοντας το ξύλο που τρώει ο δεύτερος (Margulis 1981). 
Η συµβίωση χωρίζεται σε δύο κατηγορίες: την εκτοσυµβίωση και την ενδοσυµβίωση. 
Στην εκτοσυµβίωση, οι συµβιώτες ζουν στην επιφάνεια του σώµατος του ξενιστή 
συµπεριλαµβάνοντας και την εσωτερική επιφάνεια του πεπτικού σωλήνα και του 
αδένα. Ένα παράδειγµα τέτοιου είδους συµβίωσης είναι τα θαλάσσια βενθικά 
ασπόνδυλα, όπως τα µαλάκια που συµβιώνουν µε χηµειοσυνθετικά βακτήρια, τα οποία 
χρησιµοποιούν ανόργανες ενώσεις ως πηγή ηλεκτρονίων. Αντίθετα στην ενδοσυµβίωση 
οι συµβιώτες ζουν µέσα στα κύτταρα του ξενιστή (Dimijian 2000). 
 
 
1.4 Συµβίωση βακτηρίων 
 
Η παρουσία συµβιωτικών µικροοργανισµών στο πεπτικό σύστηµα των ζωικών 
οργανισµών αποτελεί µία εναλλακτική πηγή διαιτητικού άνθρακα και ενέργειας στο 
ξενιστή τους (Mayer et al. 2001). Στο πεπτικό σύστηµα των δεκαπόδων καρκινοειδών 
έχουν εντοπιστεί βακτήρια µε πιθανή παραγωγή ενζύµων που δεν µπορεί να συνθέσει ο 
ξενιστής (Lau et al. 2002).  
Κάποιες από τις µέχρι τώρα µελέτες για τη βακτηριακή ποικιλότητα στο πεπτικό 
σύστηµα των καρκινοειδών έδειξαν ότι αυτή είναι µεγαλύτερη στο οπισθέντερο σε 
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σχέση µε το πρόσθιο τµήµα του εντέρου. Τα βακτήρια στο οπισθέντερο µπορούν να 
αναπτύσσονται σε συγκεκριµένες δοµές και περιεχόµενα του εντέρου του ξενιστή, όπως 
είναι το στρώµα χιτίνης ή τα θρεπτικά συστατικά που έχει πέψει ο οργανισµός. Στην 
πραγµατικότητα, τα βακτήρια δεν ανταγωνίζονται µε τον οργανισµό για τα θρεπτικά 
συστατικά, αφού η απορρόφηση αυτών γίνεται στο µεσέντερο (Lau et al. 2002). 
Συνεπώς τα βακτήρια που αναπτύσσονται στο οπισθέντερο δεν έχουν µεγάλη 
προσφορά στην παροχή θρεπτικών συστατικών στο ξενιστή, ενώ τα βακτήρια του 
µεσέντερου, όπου πραγµατοποιείται το µεγαλύτερο ποσοστό της απορρόφησης, έχουν 
τη δυνατότητα παροχής θρεπτικών συστατικών στον ξενιστή. Στο οπισθέντερο, τα 
βακτήρια µπορεί να εισέλθουν και από την έδρα και δε συµµετέχουν στην απορρόφηση 
των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών (Lau et al. 2002). Μέχρι τώρα έχουν γίνει 
λιγοστές µελέτες για το πεπτικό σύστηµα των καρκινοειδών και δεν υπάρχουν επαρκή 
στοιχεία για τη βακτηριακή ποικιλότητα στο έντερο των καρκινοειδών (Fenchel 1970, 
Baker & Bradnam 1976, Dempsey et al. 1989). 
Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η διερεύνηση και η 
σύγκριση των διαφορών βακτηριακών κοινοτήτων που απαντώνται στο µεσέντερο και 
στο οπισθένετρο της καραβίδας (Nephrops norvegicus) και αν αυτές σχετίζονται µε 
διεργασίες του πεπτικού συστήµατος. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:37:36 EET - 137.108.70.7
  
9 
 
2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
    2.1 Συλλογή πειραµατόζωων 
 
Τα ζώα που χρησιµοποιήθηκαν για το πείραµα συλλέχθηκαν τον Απρίλιο του 
2009 µε τη βοήθεια αλιέα από τη θαλάσσια περιοχή του Παγασητικού Κόλπου (Εικ. 4). 
Για την αλιεία των καραβίδων χρησιµοποιήθηκαν ειδικές παγίδες µε διαστάσεις 60 cm 
× 45 cm × 30 cm (µήκος × πλάτος × ύψος) και άνοιγµα µατιού 28 χιλιοστά. Το βάθος 
στο οποίο τοποθετήθηκαν οι παγίδες ήταν 85-90 m. 
 
 
Εικόνα 4. Αλιευτικό πεδίο της καραβίδας N. norvegicus στον Παγασητικό κόλπο. Η σκιασµένη       
                  περιοχή αντιπροσωπεύει την περιοχή σύλληψης των πειραµατόζωων  (Mente et al.  
                  2009).   
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2.2 Αποµόνωση µεσέντερου και οπισθέντερου 
  
Οι καραβίδες µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο όπου µε τη χρήση 
αποστειρωµένων εργαλείων αποµονώθηκαν άµεσα το µεσέντερο και το οπισθέντερο, τα 
οποία εκκενώθηκαν από υπολείµµατα τροφής πιέζοντας τον ιστό και ξεπλένοντας τον 
µε αποστειρωµένο και διηθηµένο θαλασσινό νερό. Τα δείγµατα ιστού αποθηκεύθηκαν 
στην κατάψυξη (-200 C) µέχρι την αποµόνωση του DNA.  
 
2.3 Αποµόνωση  γενετικού υλικού (DNA) 
        
Η αποµόνωση του DNA έγινε µε µηχανική ρήξη και χρησιµοποιήθηκε το 
AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen USA). Το αρχικό βήµα για την αποµόνωση ήταν 
η καλή οµογενοποίηση του ιστού. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο του kit. 
To DNA διαλύθηκε σε 100 µl ρυθµιστικού διαλύµµατος του kit. Εξαιτίας της µικρής 
ποσότητας ιστού (κυρίως στο οπισθέντερο), η αποµόνωση του DNA πραγµατοποίηθηκε 
σε οµογενοποιηµένα δείγµατα µεσέντερου και οπισθέντερου από δύο άτοµα καραβίδας 
µε κωδικούς Apm1 (µεσέντερο) και Aph1 (οπισθέντερο), αντίστοιχα. 
 
2.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR ) 
         
         Το µείγµα που χρησιµοποιήθηκε για την εκτέλεση της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης είχε τη σύσταση που δίνεται στον Πίνακα 2. 
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Πίνακας 2. Η ποσότητα του κάθε αντιδραστηρίου που χρησιµοποιή-  
                    θηκε σε PCR ενός δείγµατος. 
Buffer (5x) 4 µl 
MgCl2   (25 mM) 2 µl 
dNTPs (2,5 mM) 2 µl 
GM3 (100 µΜ) 0,1 µl 
GM4 (100 µΜ) 0,1 µl 
∆είγµα DNA 1 µl 
Taq (5 v/ µl) 0,2 µl 
Νερό PCR 10,6 µl 
Σύνολο 20 µl 
 
 Για την ενίσχυση των βακτηριακών 16S rRNA  γονιδίων χρησιµοποιήθηκαν οι 
εκκινητές GM3 (5’-AGAGTTTGATCMTGGC-3’) και  GM4 (5’-
TACCTTGTTACGACTT-3’) (Cardinale et al. 2004) οι οποίοι ενισχύουν ολόκληρο το 
βακτηριακό 16S rRNA γονίδιο (∼ 1600 bp). Οι συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR  
φαίνονται στον Πίνακα 3. 
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Πίνακας 3. Το πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε για τις PCR 
                     που πραγµατοποιήθηκαν 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πύκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% σε διάλυµα 
TAE 1X σε συνθήκες 80V, 45 min. Για τη χρώση µετά την ηλεκτροφόρηση 
χρησιµοποιήθηκε βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr). Η διαδικασία της PCR πραγµατοποιήθηκε 
στους 30 κύκλους, αλλά έγιναν και δοκιµές στους 22, 24, 26, 28, κύκλους, ώστε να 
έχουµε το επιθυµητό προϊόν σε όσο το δυνατό λιγότερους κύκλους. 
 
2.5 Καθαρισµός του προϊόντος της PCR και αποµόνωση του DNA από το πήκτωµα 
αγαρόζης 
   
Για τον καθαρισµό του PCR προϊόντος χρησιµοποιήθηκε το Montage PCR kit 
(Millipore USA) ώστε να αποµονώσουµε το προϊόν της PCR απαλλαγµένο από 
πρόσθετα στοιχεία (εκκινητές, νουκλεοτίδια). Με τον καθαρισµό του DNA αυξάνονται 
Προ-PCR 940C/1:00 
(22-30) Κύκλοι 940C/0:45 
 52,50C/0:45 
 720C/2:00 
Τελική επιµήκυνση 720C/10:00 
Μετά-PCR 100C/∞ 
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οι πιθανότητες για καλύτερη απόδοση της κλωνοποίησης. Αρχικά έγινε µίξη των 
προϊόντων της PCR και προστέθηκε νερό σύµφωνα µε τις οδηγίες του kit. Το τελικό 
προϊόν επαναραιώθηκε σε PCR νερό (25 µl). Ακολουθήθηκαν τα βήµατα του 
πρωτοκόλλου, όπου πραγµατοποιήθηκε ηλεκτοφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2% στα 
70V για 45 λεπτά. Το επόµενο στάδιο ήταν να αποµονώσουµε τις ζώνες στις οποίες 
περιέχονται τα κοµµάτια DNA µε αποστειρωµένο νυστέρι και ακολουθήθηκαν οι 
οδηγίες του ο kit της Wizard gel purification (Promega ΗΠΑ). 
 
2.6 Κλωνοποίηση 
 
Για την κλωνοποίηση των γονιδίων που προέκυψαν από την PCR 
χρησιµοποιήθηκε το TOPO ΤΑ Cloning kit for Sequencing (Invitrogen ΗΠΑ). Στη 
διάρκεια της κλωνοποίησης χρησιµοποιήθηκαν ηλεκτροδεκτικά κύτταρα Escherichia 
coli  και ακολουθήθηκαν αυστηρά οι οδηγίες του κατασκευαστή, µε τη διαφορά ότι στο 
εργαστηριακό πρωτόκολλο χρησιµοποιήθηκαν οι µισές από τις αναγραφόµενες 
αναλογίες. Συνεπώς, χρησιµοποιήθηκε PCR δείγµα 2 µl, αραιωµένο άλας 0,5 µl, 
πλασµίδιο 0,5 µl, ώστε ο όγκος του τελικού δείγµατος να είναι 3 µl. 
Το επόµενο βήµα ήταν η επώαση του µείγµατος σε θερµοκρασία δωµατίου για 
περίπου 15 λεπτά ώστε να γίνει η ενσωµάτωση του γονιδίου στο πλασµίδιο και στη 
συνέχεια αναµίχθηκε µε TOPO10 ηλεκτροδεκτικά κύτταρα του E.coli. Στη συνέχεια τα 
κύτταρα διεγέρθηκαν στα 1800V για 3,6 ms και προστέθηκε 250 µl S.O.C. θρεπτικό 
µέσο. Όταν ολοκληρώθηκε η διαδικασία, το µετασχηµατισµένο προϊόν µεταφέρθηκε σε 
1,5 ml eppendorf σωλήνα στου 370C για 1 ώρα, ώστε να γίνει η επώαση και τα κύτταρα 
να προσαρµοστούν στις νέες συνθήκες. 
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  Η επίστρωση έγινε σε τρυβλία µε θρεπτικό µέσο Luria-Bertani (LB) µε 
καναµυκίνη, µε στόχο την ανάπτυξη µόνο των µετασχηµατισµένων κυττάρων, αφού τα 
πλασµίδια περιέχουν ειδικό γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη. 
Στο τρυβλίο αναπτύσσονται µόνο τα κύτταρα που περιέχουν µόνο ανασυνδυασµένα 
πλασµίδια (Bernard et al. 1994). Η διαδικασία της επίστρωσης έγινε σε τρυβλία µε 30 
µL, 60 µL και 90 µL κυττάρων. 
 
2.7 Επεξεργασία και έλεγχος των αποικιών µετά την κλωνοποίηση 
 
  Στο στάδιο αυτό, από τα τρυβλία της ανάπτυξης των µετασχηµατισµένων 
κυττάρων E.  coli έγινε η επιλογή των κλώνων. Οι κλώνοι µεταφέρθηκαν σε άλλα 
ειδικά αριθµηµένα τρυβλία, ώστε να χρησιµοποιηθούν ως εµβόλιο σε υγρές 
καλλιέργειες. 
 
2.8 Υγρές καλλιέργειες 
 
Χρησιµοποιήθηκε αποστειρωµένο θρεπτικό µέσο LB µε καναµυκίνη σε τελική 
συγκέντρωση 50 µg/ml. Στο αυτόκαυστο αποστειρώθηκαν και τα γυάλινα σωληνάκια 
των 20 µL περίπου, όπου διαµοιράστηκαν 8-10 µL θρεπτικού µέσου που ετοιµάστηκαν 
για τις υγρές καλλιέργειες. Ο κάθε δοκιµαστικός σωλήνας εµβολιάστηκε µε τις αποικίες 
σε ασηπτικές συνθήκες. Τα εµβολιασµένα σωληνάκια επωάστηκαν στους 37 0C σε 
αναδευτήρα για περίπου 18-22 ώρες. 
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2.9 Αποµόνωση πλασµιδίου  
 
Για την αποµόνωση του πλασµιδίου χρησιµοποιήθηκε το Plasmid DNA 
Purification, Nucleospin  Plasmid QuickPure Kit (Machenery-Nagel Γερµανία) ώστε να 
ληφθούν τελικά καθαρά πλασµίδια. Ακολουθήθηκαν πιστά οι οδηγίες του 
κατασκευαστή. Η αρχή της µεθόδου περιλαµβάνει την καθίζηση των βακτηρίων από τις 
υγρές καλλιέργειες µε φυγοκέντρηση και την επαναιώρησή τους µε ειδικό διάλυµα. 
Στην συνέχεια επιτυγχάνεται η απελευθέρωση του πλασµιδιακού DNA από το E. coli 
µε λύση από αλκαλικό διάλυµα SDS. Μετά επιτυγχάνεται η ουδετεροποίηση του pH 
και η επίτευξη κατάλληλων συνθηκών, ώστε το πλασµιδιακό DNA να προσδεθεί στη 
µεµβράνη από το διοξείδιο του πυριτίου που διαθέτουν οι κολώνες του kit. Το 
υπόλειµµα των κυττάρων αποµακρύνεται µε φυγοκέντρηση και το υπερκείµενο 
τοποθετείται στις ειδικά σχεδιασµένες κολώνες του kit. Ουσίες που δεν πρέπει να 
υπάρχουν όπως άλατα, µεταβολίτες, νουκλεάσες και άλλα µακροµοριακά κυτταρικά 
συστατικά αποµακρύνονται µε απλό πλύσιµο µε το ρυθµιστικό διάλυµα AQ. Με το 
διάλυµα AE (5 mM TrisCI, pH 8,5) που είναι ελαφρώς αλκαλικό παραλήφθηκε το 
καθαρό πλασµιδιακό DNA. 
 
2.10 Αλληλούχιση 
 
Η αλληλούχιση των γονιδίων έγινε µε ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς αγγείου σε 
συσκευή αλληλούχισης ΑΒΙ 3700 (Applied Biosystems Inc ΗΠΑ) στην εταιρεία 
Macrogen (Κορέα). Για την αλληλούχιση χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές (Μ13R και 
M13F) του πλασµιδίου που βρίσκονται εκατέρωθεν της θέσης εισαγωγής του γονιδίου 
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στο πλασµίδιο. Για κάθε γονίδιο προέκυψαν δύο αλληλουχίες οι οποίες µε συγκόλληση 
και επικάλυψη περίπου 100 βάσεις έδωσαν την τελική αλληλουχία του γονιδίου που 
είχε εισαχθεί. 
 
2.11 Κατασκευή φυλογενετικού δέντρου 
 
  Οι αλληλουχίες που προέκυψαν για κάθε γονίδιο συγκρίθηκαν µε ήδη γνωστές 
αλληλουχίες της GENBANK µε τη χρήση του προγράµµατος BLAST, ώστε να βρεθούν 
οι κοντινότεροι συγγενείς µε βάση την πρωτοταγή δοµή των γονιδίων. Στη συνέχεια οι 
αλληλουχίες τοποθετήθηκαν στο πρόγραµµα MEGA4, όπου ακολούθησε η 
ευθυγράµµιση των αλληλουχιών µε τους ήδη γνωστούς συγγενείς, επεξεργασία µε την 
µέθοδο των αποστάσεων Neighbour-Joining, διόρθωση µε τη µέθοδο Jukes Cantor και 
τέλος έγινε τοποθέτηση των αλληλουχιών σε φυλογενετικό δέντρο.  
 Η µέθοδος Neighbour Joining αποτελεί µια µέθοδο αποστάσεων. Κατά αυτήν τη 
µέθοδο, οι αποστάσεις εκφράζονται ως το ποσοστό των περιοχών που διαφέρουν 
ανάµεσα σε δύο αλληλουχίες σε µια πολλαπλή ευθυγράµµιση. Αποτελεί µια 
αλγοριθµική µέθοδο στην οποία χρησιµοποιούνται υπολογισµοί που περιλαµβάνουν το 
χειρισµό µιας µήτρας αποστάσεων που προκύπτει από τις πολλαπλές ευθυγραµµίσεις. 
Κάθε φορά που ξεκινάει µια ευθυγράµµιση υπολογίζεται για κάθε ζεύγος αλληλουχιών 
η απόσταση ή το ποσοστό των διαφόρων και καταγράφονται τα στοιχεία στη µήτρα των 
αποστάσεων (Hall 2001). 
 Το φυλογενετικό δέντρο που κατασκευάστηκε έχει τη µορφή φυλλογράµµατος. 
Σε ένα φυλλόγραµµα, όλοι οι απόγονοι ενός κοινού προγόνου που απεικονίζεται µε 
έναν κόµβο ανήκουν στον ίδιο κλάδο ή στην ίδια µονοφυλετική οµάδα. Το φυλόγραµµα 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:37:36 EET - 137.108.70.7
  
17 
 
δίνει πληροφορίες και για τη σειρά των κλάδων, αλλά και για τις γενετικές αποστάσεις 
µεταξύ των διάφορων οµάδων.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
Σε όλα τα αποτελέσµατα χρησιµοποιήθηκαν οι κωδικοί που αναφέρονται και 
στην παράγραφο 2.4  (Aph1 και Apm1). Στην Εικόνα 5 παρατηρούµε ότι στον 
πρώτο διάδροµο βρίσκεται ο µοριακός δείκτης και στη συνέχεια είναι τοποθετηµένα 
τα δείγµατα από την αποµόνωση του  DNA, όπου έχει πραγµατοποιηθεί PCR σε 
διαφορετικούς κύκλους (22, 24, 26, 28, 30). Στους δύο τελευταίους βρίσκονται 
τοποθετηµένοι, ο µάρτυρας  µε το (+) DNA από E.coli και ο µάρτυρας µε το (-) 
DNA. Το συµπέρασµα που προέκυψε από τη βελτιστοποίηση των κύκλων από 30 
σε 22 είναι ότι βακτηριακό DNA εντοπίζεται ακόµη και στους 22 κύκλους, το οποίο 
και χρησιµοποιήθηκε για τη διαδικασία της  κλωνοποίησης. 
 
 
Εικόνα  5. Τα αποτελέσµατα  της ηλεκτροφόρησης από την PCR (GM3 GM4) στο  
                  δείγµα ApH1. Στο διάδροµο 1 είναι το ladder, στο διάδροµο 2, 3, 4, 5, 6  
                  είναι το δείγµα ApH1 και στους διαδρόµους 7 και 8 είναι το positive και 
                  το negative αντίστοιχα. 
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 Αφού εντοπίστηκε ο ελάχιστος αριθµός των κύκλων PCR, στους οποίους 
υπήρχε το επιθυµητό προϊόν, προχωρήσαµε στον καθαρισµό των προϊόντων, ώστε να 
πραγµατοποιηθεί µε επιτυχία η κλωνοποίηση. 
                                         
                  
 
Εικόνα 6. Αποτελέσµατα την ηλεκτροφόρηση από την PCR µετά την βελτιστοποιήση 
                  των κύκλων στο δείγµα Aph1. 
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Εικόνα 7.  Έλεγχος των αποικιών των κλώνων µε την πραγµατοποίηση  
                   της PCR στο δείγµα Aph1 και Apm1 αντίστοιχα.  
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Όταν έγινε η αναγνώριση των αλληλουχιών οι φυλότυποι των βακτηρίων που 
προέκυψαν ταξινοµήθηκαν σε δύο συγκεντρωτικούς πίνακες (Πιν. 5 και 6). Στο δείγµα 
από το µεσέντερο της καραβίδας εντοπίστηκαν αντιπρόσωποι από τα υπό-φυλα των β-, 
γ- και δ- Proteοbacteria καθώς και από τα φύλα των Bacteroidetes, Tenericutes και 
Actinobacteria, µε τους αντιπροσώπους των γ- και δ- Proteobacteria  να επικρατούν σε 
ποσοστά 38,8 και 22,1 % αντίστοιχα (Πίνακας 5). Στο δείγµα από το οπισθέντερο 
εντοπίστηκαν αντιπρόσωποι από τα υπό-φυλα των α-, δ- και ε- Proteobacteria καθώς 
και από τα φύλα των Bacteroidetes και Spirochaetes, µε τους αντιπροσώπους των δ- και 
α- Proteobacteria να επικρατούν σε ποσοστά 50% και 25% αντίστοιχα (Πινάκας 6 ). 
 Από τις αλληλουχίες που προέκυψαν και µε τη διαδικασία που περιγράφεται 
µεθοδολογία κατασκευάστηκαν τα δέντρα φυλοτύπων  που φαίνονται παρακάτω.  
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Πίνακας 5. Κοντινότεροι συγγενείς φυλότυποι του µεσεντέρου. 
 
 Συγγενείς φυλότυποι % 
οµοιότητα 
Συχνότητα Συστηµατική 
κατάταξη 
 
Apm1-1 
(1/3/2/35/33) 
 
1. Vibrio tapetis strain 
IS1 (GQ260163) 
 
2. Vibrio tapetis strain 
B8.3 (GQ260162) 
 
 
 
99% 
 
 
99% 
 
 
 
27,7% 
 
 
γ-
Proteobacteria 
 
 
 
 
 
 
Apm1-6 
(5/6/10) 
 
1. Uncultured 
Desulfobulbaceae 
bacterium 
(gb|FJ517087) 
 
2. Desulfobacterium 
catecholicum strain 
NZva20(NR_028895) 
 
 
 
 
94% 
 
 
 
 
94% 
 
 
 
 
 
   16,6% 
 
 
 
 
δ- 
Proteobacteria 
 
 
 
 
 
 
Apm1-30 
(13/30) 
 
1. Chryseobacterium 
meningosepticum YB-
29 (AY683476) 
 
2. Bacterium K2-70 
(AY345404) 
 
 
 
 
92% 
 
 
 
92% 
 
 
 
 
11,1% 
 
 
 
     
Bacteroidetes 
 
 
 
Apm1-8 
(8/21) 
 
1. Vibrio splendidus 
LGP32 (FM954972) 
 
2. Vibrio splendidus 
isolate PB1-10rrnD 
(EU091328) 
 
 
 
99% 
 
 
 
99% 
 
 
 
 
11,1% 
 
 
 
γ-
Proteobacteria 
 
 
 
 
 
 
Apm1-12 
 
1. Uncultured bacterium 
clone Se3-206 
 
2. Desulfatiferula 
olefinivorans strain 
LM2801  
 
 
99% 
 
 
88% 
 
 
 
    5,5% 
 
 
 
          δ- 
Proteobacteria 
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     (DQ826724.1) 
 
 
 
 
 
 
Apm1-4 
 
1. Uncultured bacterium 
clone AKIW598 
(DQ129259) 
 
2. Neisseriaceae 
bacterium Lie4-3 
(GU199451) 
 
 
 
92% 
 
 
 
91% 
 
 
 
 
     5,5% 
 
 
 
           β- 
Proteobacteria 
 
 
 
 
Apm1-19 
 
1. Uncultured bacterium 
clone Se3-204 
(GQ866067) 
 
2. Mycoplasma cottewii 
strain VIS  
     (U67945) 
 
 
 
99% 
 
 
 
87% 
 
 
 
 
5,5% 
     
 
 
 
    Mollicutes 
 
 
 
 
Apm1-25 
 
1. Uncultured bacterium 
clone SC38 
(GU293201) 
 
2. Candidatus 
Hepatoplasma 
crinochetorum clone 
59 (AY500250) 
 
 
 
92% 
 
 
 
86% 
 
 
 
 
    5,5% 
    
 
 
 
     Mollicutes 
 
 
 
 
Apm1-26 
 
1. Uncultured bacterium 
clone Se3-204 
(GQ866067) 
 
2. Mycoplasma sp. 
(EU714239) 
 
 
 
85% 
 
 
 
83% 
 
 
 
    5,5% 
 
 
 
Mollicutes 
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Apm1-29 
 
1. Uncultured bacterium 
clone 
EV818CFSSAHH49 
(DQ336995) 
 
2. Propionibacterium 
acnes (AM157438) 
 
 
99% 
 
 
 
99% 
 
 
 
 
5,5% 
 
 
 
 
Actinobacteria 
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Πίνακας 6. Κοντινότεροι συγγενείς των φυλοτύπων του οπισθέντερου. 
 
 Συγγενείς 
φυλότυποι 
%οµοιότητα Συχνότητα Συστηµατική 
κατάταξη 
 
 
ApH1-13 
(2/8/11/13/23/21/28) 
 
1. Uncultured delta 
proteobacterium 
(DQ112365) 
 
2. Desulfobacterium 
catecholicum 
(AJ237602) 
 
 
 
91% 
 
 
 
90% 
35% δ-Proteobacteria 
 
 
 
 
ApH1- 3 
(3/5/10/12/20) 
 
 
1. Uncultured 
bacterium clone 
C1B 
(DQ856501) 
 
2. Kiloniella 
laminariae 
(AM749667) 
 
 
 
 
96% 
 
 
 
87% 
25% α- Proteobacteria 
 
 
 
 
 
ApH1-4 (4/17/19) 
 
1. Uncultured 
bacterium clone 
Se3-206 
(GQ866071) 
 
2. Desulfatiferula 
olefinivorans 
(DQ826724) 
 
 
 
99% 
 
 
 
89% 
 
 
 
15% 
 
 
 
         
           δ-
Proteobacteria 
 
 
ApH1-7 
   (7/9) 
 
1. Spirochaeta sp. 
SR (FJ380060) 
 
2. Uncultured 
bacterium clone 
E7_10.1_1 
(FJ717268) 
 
 
 
92% 
 
 
92% 
10% 
 
 
 
 
Spirochaetaceae 
 
 
ApH1-6 
 
1. Uncultured 
bacterium clone 
C2_10.2_1 
(FJ717081) 
 
 
98% 
 
 
5% 
 
 
 
         ε- 
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2. Sulfurospirillum 
arcachonense 
(Y11561) 
 
 
97% 
 
Proteobacteriα 
 
 
 
 
 
ApH1-24 
 
1. Uncultured 
Cytophagales 
bacterium clone 
CD4B12 
(AY038511) 
 
2. Uncultured 
bacterium clone 
SGUS1261 
(FJ202774) 
 
 
 
 
90% 
 
 
 
 
90% 
5% Bacteroidetes 
 
 
 
 
ApH1-27 
 
1. Uncultured 
Cytophaga sp. 
(AB015260) 
 
2. Bacterium 
enrichment 
culture clone 
EB24.11 
(EU573101) 
 
 
 
94% 
 
 
 
93% 
5% Bacteroidetes 
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Εικόνα 8. Φυλογενετικό δέντρο των φυλοτύπων των δειγµάτων του οπισθέντερου  
                 µε τη µέθοδο neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση 
                 αποστάσεων Jukes-Cantor. Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί 
                 καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι που βρέθηκαν απεικονίζονται  
                 µε κόκκινο κύκλο και στις παρενθέσεις η συχνότητα εµφάνισης. 
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Εικόνα 9. Φυλογενετικό δέντρο των φυλοτύπων των δειγµάτων του µεσεντέρου στη µέθοδο              
                 neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση αποστάσεων Jukes-Cantor.  
                 Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι  
                που βρέθηκαν απεικονίζονται µε έντονα γράµµατα και στις παρενθέσεις η συχνότητα  
                 εµφάνισης. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
 Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η βακτηριακή ποικιλότητα του πεπτικού 
συστήµατος της καραβίδας Nephrops norvegicus. Mελετήθηκε το µεσέντερο και το 
οπισθέντερο του N. norvegicus. Στα δύο τµήµατα του εντέρου παρατηρήθηκαν 
αντιπρόσωποι από σχεδόν όλα τα υπό-φυλα των Proteobacteria, αλλά και από άλλα 
βακτηριακά φύλα. Συγκεκριµένα, ανιχνεύθηκαν α, β, γ, και δ- Proteobacteria και 
αντιπρόσωποι των φύλων Bacteroidetes, Mollicutes, Actinobacteria. Ωστόσο, για να 
θεωρηθεί ότι ένας φυλότυπος ανήκει στο ίδιο είδος µε κάποιον άλλο, το ποσοστό της 
οµοιότητας των αλληλουχιών τους πρέπει να είναι πάνω από 97% και να ανήκουν στο 
ίδιο γένος, όταν το ποσοστό οµοιότητας ξεπερνά το 90%  (Stackenbrand & Goebel 
1994).  
Οι αντιπρόσωποι των γ-Proteobacteria που εντοπίστηκαν στο µεσέντερο της 
καραβίδας παρουσίασαν ως κοντινότερους συγγενείς (99%) αντιπροσώπους του γένους 
Vibrio και πιο συγκεκριµένα των ειδών Vibrio splendidus και Vibrio tapetis. Το γένος 
Vibrio βρίσκεται σε µεγάλη αφθονία στο υδάτινο περιβάλλον, όπως για παράδειγµα 
στις εκβολές των ποταµών, στα παράκτια νερά και στα ιζήµατα (Barbieri et al. 1999). 
Έχουν γίνει πολλές µελέτες που αποδεικνύουν ότι βρίσκονται σε µεγάλες ποσότητες 
στους θαλάσσιους οργανισµούς όπως τα κοράλια, τα µαλάκια, τα φύκη, τους σπόγγους, 
τις γαρίδες και το ζωοπλαγκτόν (Arias et al. 1995, Gomez-Gil et al. 1998, Heidelberg et 
al. 2002). Υπάρχουν ενδείξεις ότι το γένος Vibrio παίζει σηµαντικό ρόλο στον  κύκλο 
ζωής των θρεπτικών στο θαλάσσιο περιβάλλον (Sherr & Sherr 2000, Sherr & Sherr 
2002) . Μια από τις ικανότητες του γένους είναι να διασπά την χιτίνη η οποία αποτελεί 
µια από τις µεγαλύτερες πηγές αµινοσακχάρων στον ωκεανό (Cottrell & Kirchman 
2000, Riemann & Azam 2002). Μερικά  είδη Vibrio  είναι σε θέση να διασπούν 
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αρωµατικούς υδρογονάνθρακες των ρυπασµένων οικοσυστηµάτων και είναι σηµαντικό 
να τονισθεί ότι µερικά από αυτά είναι παραγωγοί αντιβιοτικών (Thompson et al. 2004). 
Το είδος Vibrio tapetis αποµονώθηκε για πρώτη φορά το 1990 στην Landeda (Γαλλία) 
και καθορίστηκε ως κύριο υπεύθυνο για τη νόσο των κελυφών στα µαλάκια, όπως είναι 
το Ruditapes philippinarum. Αν και το είδος αυτό είναι γνωστό για τη νόσο που 
προκαλεί στα δίθυρα µαλάκια, έχει αποµονωθεί και σε εκτρεφόµενα ψάρια (Lopez et 
al. 2010). Το V. tapetis είναι δυνητικώς αναερόβιος µικροοργανισµός και είναι Gram 
αρνητικό βακτήριο (Borrego et al. 1996). Το είδος Vibrio splendidus είναι δυνητικώς 
αναερόβιος µικροοργανισµός και έχει την δυνατότητα ζυµωτικού µεταβολισµού των 
υδατανθράκων και παράλληλα να ακολουθήσει τον οξειδωτικό µεταβολισµό απουσία 
οξυγόνου χρησιµοποιώντας ως δέκτες ηλεκτρονίων νιτρικά. Το  V. splendidus έχει 
αποδειχθεί ότι είναι συµβιώτης διθύρων και ότι µπορεί µε επιτυχία να επικρατήσει και 
να διαβιώσει στο πεπτικό σύστηµα του ξενιστή και του περιβάλλοντος νερού (Pujalte et 
al. 1999). Το γένος Vibrio αν και εµφανίζεται πολύ συχνά στο πεπτικό σύστηµα 
πολλών ζώων, δε σηµαίνει κατ’ ανάγκη ότι είναι και παθογόνο. Μεταξύ της σχέσης 
συµβίωσης και παρασιτισµού υπάρχει µια λεπτή ισορροπία, που σε καταστάσεις πίεσης 
η συµβιωτική σχέση µπορεί να µετατραπεί σε παρασιτική. Η ύπαρξη των 
συγκεκριµένων φυλοτύπων στα δείγµατα µπορεί να σηµαίνει την ύπαρξη συµβιωτικών 
µικροοργανισµών στο µεσέντερο της καραβίδας. Ωστόσο δε µπορεί να αποκλειστεί το 
γεγονός ότι αυτά βρέθηκαν περιστασιακά ή τυχαία στο έντερο της καραβίδας. 
Πολλοί από τους φυλότυπους που βρέθηκαν και στα δύο τµήµατα του εντέρου 
που εξετάστηκαν φαίνεται ότι ανήκουν στο γένος Desulfobacterium, ενώ άλλοι είναι 
πολύ κοντινοί µε ακαλλιέργητα δ-Proteobacteria και µε το γένος Desulfatiferula. 
∆ιαπιστώθηκε στην παρούσα µελέτη ότι όλοι οι φυλότυποι ανήκουν στην οµάδα δ-
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Proteobacteria, τα οποία ανήκουν στην κατηγορία των θειικοαναγωγικών βακτηρίων. 
Τα βακτήρια αυτά έχουν την ικανότητα παραγωγής ενέργειας χρησιµοποιώντας τα 
θειικά (SO4 2- ) ως δείκτες ηλεκτρονίων. Τα θειικά µε αυτό τον τρόπο ανάγονται σε 
θειώδη και στη συνέχεια σε υδρόθειο (Η2S).  Έτσι λοιπόν, τα θειικά ανάγονται σε 
θειώδη και έπειτα σε υδρόθειο. Οι δότες ηλεκτρονίων είναι σάκχαρα, οργανικά οξέα, 
αλκοόλες και αµινοξέα. Μερικοί από τους αντιπροσώπους των θειικοαναγωγικων 
βακτηρίων έχουν την ικανότητα να χρησιµοποιούν το σίδηρο (Fe) ως δέκτη 
ηλεκτρονίων, αλλά δεν έχουν την ικανότητα να αναπτυχθούν χρησιµοποιώντας µόνο το 
σίδηρο (Fe) ως δέκτη ηλεκτρονίων (Lovley 2004). Τα δ-Proteobacteria είναι πολύ κοινά 
στο ίζηµα, συνεπώς η εµφάνιση των θειικοαναγωγικών βακτηρίων στο έντερο της 
καραβίδας είναι πολύ πιθανή µιας και η καραβίδα Nephrops norvegicus είναι ένα 
βενθικό είδος που ζει και τρέφεται σε λαγούµια στον πυθµένα της θάλασσας. 
Ένας από τους φυλότυπους που παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον και έχει 
ενοπισθεί στο µεσέντερο του N. norvegicus είναι το ακαλλιέργητο βακτήριο Se3-204 
που ανήκει στα Mollicutes. Στο µεσέντερο, έχουν βρεθεί και άλλοι συγγενικοί 
φυλότυποι που ανήκουν στους Mollicutes, όµως παρουσιάζουν χαµηλά ποσοστά 
οµοιότητας µε το δείγµα. Άλλοι εκπρόσωποι της οµάδας αυτής έχουν βρεθεί στο έντερο 
της οικογένειας Lumbricidae (Nechitaylo et al. 2009) και στο ισόποδο Porcellio scaber 
(Kostanjsek et al. 2007). Ωστόσο, έχει µεγάλη σηµασία να αναφερθεί ότι ο φυλότυπος 
Se3-204 έχει βρεθεί ξανά σε δείγµατα που ήταν από το έντερο του N. norvegicus και 
είχαν αλιευθεί από τον Παγασητικό Κόλπο το 2007 (Meziti et al. 2010). Μερικά 
µυκοπλάσµατα, τα οποία ανήκουν στα Mollicutes, είναι γνωστά παθογόνα, αλλά πολλά 
είδη φαίνεται ότι είναι µέρος της φυσικής µικροχλωρίδας των ξενιστών τους και 
φαίνεται ότι δεν έχουν επιβλαβείς επιδράσεις στους ξενιστές τους. Πολλά µέλη των 
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Mollicutes είναι ενδοκυτταρικά συµβιωτικά, µε ιδιάιτερο χαρακτηριστικό να διαθέτουν 
το µικρότερο γονιδίωµα από τους µικροοργανισµούς. Έχουν την ικανότητα να 
αυξάνονται αυτόνοµα, ενώ παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω της εξαιρετικά 
απλής κυτταρικής δοµής και των µικρών γονιδιωµάτων τους (Razin et al. 1998). Ο 
συγκεκριµένος φυλότυπος Se3-204 έχει εντοπισθεί δύο φορές σε δείγµατα από ζώα που 
αλιεύθηκαν από τον Παγασητικό Κόλπο και πιθανώς να σχετίζεται µε λειτουργίες του 
πεπτικού συστήµατος που χρήζουν ιδιαίτερης προσοχής. 
 Σε µερικά από τα δείγµατα, στο οπiσθέντερο, βρέθηκε το γένος Spirochaeta και 
εµφανίστηκε σε συχνότητα 5,3%. Το γένος Spirochaeta περιλαµβάνει µη συµβιωτικές, 
ανερόβιες και προαιρετικά αναερόβιες σπειροχαίτες. Το γένος Spirochaeta συναντάται 
συνήθως στο ίζηµα των λιµνών και των θαλασσών και αυτός µπορεί να είναι ο λόγος 
που εµφανίζεται στο έντερο της καραβίδας (Madigan et al. 2006). 
Στο µεσέντερο του N. norvegicus βρέθηκε το είδος Propionibacterium acnes, το 
οποίο ανήκει στα Actinobacteria. To Propionibacterium είναι αναερόβιο βακτήριο. Το 
είδος Propionibacterium acnes έχει βρεθεί και στο ανώτερο τµήµα του πεπτικού 
συστήµατος του αχινού αλλά και στο στοµάχι των ασκιδίων (Meziti et al. 2007) 
Αποτελεί παθογόνο µικροοργανισµό για τον άνθρωπο, αφού έχει εντοπισθεί σε πολλούς 
ασθενείς µε αναπνευστικά προβλήµατα (Coenye et al. 2002). Επίσης, έχει βρεθεί ως 
συµβιώτης στο πεπτικό σύστηµα του κόκκινου ελαφιού και του αποδόθηκαν 
λιπολυτικές ιδιότητες (Jarvis et al. 1998). Ωστόσο δεν έχει βρεθεί ακόµα να συµβιώνει 
µε ασπόνδυλα. 
Στο οπισθέντερο του N. norvegicus εντοπίσθηκε και το γένος Cytophaga  που 
ανήκει στα Bacteroidetes. Το γένος Cytophaga  είναι δυνητικώς αναερόβιο βακτήριο 
και ευθύνεται για το µεγαλύτερο µέρος των διαδικασιών διάσπασης της κυτταρίνης που 
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λαµβάνουν χώρα στη φύση από προκαρυώτες. Ορισµένα είδη είναι παθογόνα για τα 
ψάρια και µπορούν να δηµιουργήσουν σοβαρά προβλήµατα. Το γένος Cytophaga είναι 
πολύ κοινό στο θαλάσσιο περιβάλλον και συγκεκριµένα σε µεγάλα βάθη. 
Συµπεραίνεται λοιπόν, ότι το Cytophaga εντοπίστηκε στα δείγµατα µας λόγω της 
παρουσίας του σε  δείγµατα ζωντανών οργανισµών, και πιθανώς να µη διαδραµατίζει 
κάποιο συγκεκριµένο ρόλο ως συµβιώτης των καραβίδων (Li et al. 1999). 
 Στο οπισθέντερο του N.norvegicus επίσης βρέθηκαν α-Proteobacteria όπου 
εµφανίζουν χαµηλό ποσοστό οµοιότητας µε το δείγµα. Τα α-Proteobacteria είναι ένα 
από τα πέντε υπό-φυλα των Proteobacteria και έχουν την ικανότητα να ζουν σε 
ολιγοτροφικό περιβάλλον (Kwon et al. 2005). Έχει αναφερθεί ότι τα α-Proteobacteria 
είναι πολύ κοινά στην υδάτινη στήλη και ακόµα έχουν εντοπισθεί στο έντερο κάβουρα 
(Eriocheir sinensis), αλλά η ακριβή τους λειτουργία δεν είναι ακόµα γνωστή (Li et al. 
2007). 
Συµπερασµατικά, στο µεσέντερο του N. norvegicus, τα γ-Proteobacteria που 
εµφανίζονται σε µεγαλύτερη συχνότητα πιθανότατα να αποτελούν συµβιώτες του 
πεπτικού συστήµατος της καραβίδας. Πιθανότατα, στο µεσέντερο, τα γ-Proteobacteria 
να βοηθούν στην πέψη της τροφής µε τα ένζυµα που διαθέτουν. Σύµφωνα µε τους Lau 
et al. (2002), τα γ-Proteobacteria είναι πολύ κοινά βακτήρια στο µεσέντερο της 
καραβίδας, όπου εκεί γίνεται η απορρόφηση των θρεπτικών συστατικών, και πιθανώς 
προσφέρουν στις λειτουργίες της καραβίδας. Αξίζει να σηµειωθεί ότι σε αυτό το τµήµα 
του εντέρου βρέθηκε και το ακαλλιέργητο βακτήριο Se3-204 που έχει εντοπισθεί πάλι 
στο έντερο του N. norvegicus που έχει αλιευθεί από τον Παγασητικό Κόλπο (Meziti et 
al. 2010). Το ακαλλιέργητο βακτήριο Se3-204 ανήκει στα Mollicutes, όπου ανήκουν τo 
Mycoplasma που είναι παθογόνο, και βρίσκεται αναγκαστικά συµβιωτικά µαζί µε 
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άλλους οργανισµούς. Τους πιθανούς ρόλους του,  ωστόσο, δεν τους γνωρίζουµε ακόµα. 
Παρατηρούµε ότι εµφανίζεται µόνο στο µεσέντερο της καραβίδας, ενώ στο 
οπισθέντερο δεν έχει εντοπιστεί κανένας αντιπρόσωπος από το φύλο Tenericutes. Στο 
οπισθέντερο, οι φυλότυποι που κυριάρχησαν ήταν τα δ-Proeteobacteria µε τα 
µεγαλύτερα ποσοστά συχνότητας. Τα δ-Proteobacteria βοηθούν στην αποικοδόµηση, 
αλλά και στην παραγωγή πλούσιων σε ενέργεια ουσιών µέσω του χηµειοετερότροφου 
µεταβολισµού. Τα δ-Proteobacteria είναι πολύ κοινά στο ίζηµα, παρατηρούµε όµως ότι 
καταφέρνουν να επιβιώνουν και στα δύο τµήµατα του εντέρου και να κυριαρχούν στο 
οπισθέντερο. Ωστόσο δεν έχουµε αρκετές πληροφορίες για τον ακριβή τους ρόλο στο 
οπισθένετερο της καραβίδας (Lau et al. 2002). Τα βακτήρια που παρατηρούµε στο 
οπισθέντερο δεν ανταγωνίζονται µε τον ξενιστή τους. Παρόλα αυτά βρέθηκαν και 
φυλότυποι µε µικρότερα ποσοστά που δεν πρέπει να παραβλεφθούν. Στους 
Ravenschlag et al. (1999) αναφέρεται ότι, πολλές φορές, συµβιώτες που βρίσκονται σε 
µικρές ποσότητες µέσα σε ξενιστές απεικονίζουν την ευελιξία διαφορικής ανάπτυξης 
των ποικίλων συµβιωτών ανάλογα µε τις επικρατούσες συνθήκες.  
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ABSTRACT 
 
   The molecular diversity of bacteria in the intestine of the Nephrops norvegicus 
was studied aiming at the investigation of the possible interaction of the lobster with its 
symbionts and its environment. N. norvegicus is a decapod crustacean of the 
Nephropidae family which is found in the east Atlantic Ocean, from Morocco to 
Norway and Iceland as well as in the Mediterranean Sea. Specimens of N. norvegicus 
were collected from the natural population living in Pagasitikos gulf. The lobster’s 
intestine was divided into two parts, midgut and hindgut, and in each one of them a 
separate study of the symbionts was conducted.  DNA from the intestine was isolated 
and then by using primers for Bacteria and with Polymerase Chain Reaction (PCR) 
technique, the 16SrRNA genes were amplified.  Afterwards, gene cloning was 
conducted and a library for each sample with different types of phylotypes was created. 
The resulting sequences were analyzed and compared with sequences in the data base 
GENBANK through the function BLAST aiming at the closest relative phylotypes to be 
found.  Finally, the construction of the phylogenetic tree was made by using the 
MEGA4.  In the sample of the midgut of the lobsters, representatives of the sub-phylum 
β- γ- and δ- Proteobacteria as well as from Bacteroidetes, Tenericutes and 
Actinobacteria were found, with the representatives of γ- and δ- Proteobacteria to 
prevail in percentages of 38.8 and 22.1% respectively.  γ-Proteobacteria, which appear 
in a larger percentage (38.8%), are found in habitats such as the water column but also 
as symbionts in marine invertebrates. Moreover, it should be pointed out that in the 
midgut of the uncultivated bacterium Se3-204, belonging to Mollicutes, was found.  The 
uncultivated bacterium Se3-204 had been found again in the past in lobster sample 
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fished in Pagasitikos Gulf. In the sample of the hindgut, representatives of the sub-
phylum α-, δ- and ε- Proteobacteria as well as Bacteroidetes and Spirochaetes were 
found, with representatives δ- and α- Proteobacteria to prevail in a percentage of 50% 
and 25% respectively.  Contrary to the midgut, in the back end of it δ-Proteobacteria is 
in a higher percentage (50%) comparing to the rest of the representatives.  The presence 
of chemorganotrophic bacteria in the gut of the lobster may be involved in the organic 
matter and the provision of alternative carbon sources in the lobster.           
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